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RESUMEN

El Berenjenol (21:24-epoxi-24-metil-cicloartano), obtenido del extracto de diclorometano de las hojas de
Oxandracf.xylopioides, esevaluado como biocida sobre el gusano cogollero del maiz, Spodopterafrugiperda.
El berenjenol es usado en concentraciones de 25, 50, 100, 200y 400 ppm y aplicado en una dieta artificial
sobre larvas del segundo instar. Se determina el porcentaje de mortalidad alas 24,48 y 72 horas y se calcula
la DL,, y DL, el andlisis de mortalidad demuestra que el berenjenol tiene un efecto téxico, siendo la
dosis de 400 ppm la mas mortal. El efecto del berenjenol es muy rdpido y efectivo encontrandose valores
de DL,,de 319.6 ppm a las 24 horas y valores similares a las 48 y 72 horas.
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ABSTRACT

Berenjenol (21:24-epoxy-24-methyl-cycloartane) extracted from the leaves of Oxandra cf. Xylopioides, is
evaluated as a biocide on Spodoptera frugiperda. Berenjenol is used at 25, 50, 100, 200 and 400 ppm, and is
applied in an artificial diet of larvae in the second instar. The mortality percentage is determined at 24,
48 and 72 hours and LD, and DL, are calculated; the mortality analysis shows that berenjenol has a
toxic effect, being the most mortal dose at 400 ppm. The effect of berenjenol is fast and effective, finding
DL,,at 319.6 ppm after 24 h and similar values at 48 and 72 hours.
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INTRODUCCION

Lasespecies pertenecientesalgéneroSpodoptera
son polifagos y constituyen un serio problema en
los diversos cultivos del mundo. Por ejemplo, uno
de los factores limitantes en la produccion de maiz
(Zea mays) en Colombia es el gusano cogollero Spo-
dopterafrugiperda, el cual atacatambiénlos cultivos
de soya, algodon, arroz, pastos, cana de azucar, frijol
y tabaco, ocasionando danos directos o indirectos,
y actua como trozador, comedor de follaje y de
mazorcas en el primer vegetal. Este insecto estd
distribuido por todo el continente americano y
puede encontrarse desde el nivel del mar hasta los
2600 m de altitud (1).

Los insecticidas sintéticos usados para el control
de esta plaga, tales como endosulfan, carbofuran,
metamidofos y clorpirifos (clorinado, carbamato
y organofosforados, respectivamente), ocasionan
efectos negativos sobre la fauna benéfica e interfie-
ren con el equilibrio biolégico (2). En los ultimos
anos se han usadoinsecticidas naturales que afectan
elmetabolismoy los comportamientos alimentarios
de las plagas. Hay un gran interés en la aplicacion
de metabolitos secundarios para el manejo de
artropodos plagas, especificamente compuestos
nuevos biodegradables, pero biolégicamente ac-
tivos, productos naturales con baja toxicidad en
mamiferos (3-7).

Los triterpenos, como el limonoide gedunina
aislado de Trichilia roka (Meliaceae), es un compues-
to de baja toxicidad, pero posee fuerte efecto sobre
insectos (8,9). Otros triterpenoides importantes en
la regulacién del crecimiento de los insectos son los
fitoesteroides tales como B-ecdisona, ajugasterona
C y ciaesterona (10). En el extracto de semillas
de Sandoricum koetjape se aislaron los limonoides
sandoricina e hirosandoricina G, que al incorpo-
rarlosenladietade Spodopterafrugiperday Ostrinia
nubilalis, produjeron disminucién en el desarrollo,
y cuando se aument6 la dosis se incrementé la
mortalidad (11).

Los esterolesy triterpenos tienen una importan-
te funcion biolégica y son compuestos claves en la
adquisicién de colesterol por parte de los insectos,
debido a que estos artrépodos no tienen capacidad
para la sintesis de novo de esterol, dependen Unica-
mente de las fuentes exbgenas para su normal cre-
cimiento, desarrollo y reproduccién (12). Investiga-
ciones sobre el mecanismo de accion de respuestas
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aleloquimicas para el control deinsectosindican que
los triterpenoides estan involucrados en actividades
insecticidas y reguladoras del crecimiento (13, 14).
Estas sustancias son inhibidores del metabolismo
y de algunos sistemas enzimaticos (15).

La Annonaceae es una familia de las Angiosper-
mas del orden Magnoliales. Consta de 130 géneros
con unas 2300 especies que se distribuyen por los
trépicos del Nuevo y Viejo Mundo, hasta el norte
de Australia y las islas del Pacifico (16). Murillo
en 2001 (17), reporta para Colombia alrededor de
240 especies pertenecientes a 30 géneros. En el
género Oxandra se han encontrado 10 especies en
la regién neotropical. En el género Oxandra sélo
existe informe de 5 especies, y se han encontrado
alcaloides tipo bis-dehidroaporfinas (18), azafluo-
renonas (19, 20), monoterpenos (21) y triterpenos
(22). En la corteza de Oxandra xylopioides Diels, se
han aislado solamente alcaloides del tipo azafluo-
renonas (20).

LaespecieOxandracfxylopioides posee pocosme-
tabolitos secundarios, pero en grandes cantidades.En
elextracto etéreo de hojas se aislé el monoterpenoide
isoespintanol con un 1.5% en base seca; ademas, se
encontro en el extracto de diclorometano el nuevo
cicloartano: 21:24-epoxi-24-metil-cicloartano, de
nombre trivial berenjenol (Figura 1) (23). El Beren-
jenol a 125 mg/kg inhibe el proceso inflamatorio
agudo en pataderatoninducido por carrageninaalas
1,3,5 henun 44%, 64% y 51%, respectivamente. El
berenjenol a una concentracion 100 uM no produce
efectos citotoxicos frente a macréfagos murinos
RAW 264.7 (23).
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Figura 1. Estructura del Berenjenol.
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En este trabajo, se evalué la accion biocida del
Berenjenol sobre S. frugiperda, debido a la similitud
estructural de este compuesto con triterpenos que
han presentado una alta actividad biocida contra
insectos en diferentes informes (8-15).

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

LaespecieOxandracfxylopioidesfuecolectadaen
el municipio de Monteria (Cérdoba, Colombia) e
identificada por el botanico Francisco Javier Roldan
Palacios. Una muestra con radicado nimero 037852
se encuentra en el Jardin Botanico Joaquin Antonio
Uribe, de Medellin (Colombia).

Extraccién y aislamiento

Las hojas secas y molidas (1 kg) fueron extrai-
das con n-hexano por percolacién. El residuo fue
re-extraido con diclorometano hasta agotamiento,
y el solvente evaporado por evaporacién a baja pre-
sion. El extracto en CH,CI, fue fraccionado por
cromatografia de columna, usando silica gel como
fase estacionaria (350 g; 8 x 80 cm). El berenjenol
(3.0g,0.3%) fue recristalizado en metanol, después
dediversas cromatografiasen columnayfue caracte-
rizado por RMN ('H y *C y bidimensionales
COSY, NOESY, HMQC, HMBC), EM, UV e IR,
junto a diversas propiedades fisicas (23).

Material insectil

Parallevar a cabo la evaluacion se establecié una
criadeS.frugiperda con larvas que fueron colectadas
en el municipio de Marinilla (Antioquia), en un lote
que no habia recibido aplicacién de agroquimicos.
Después de la recoleccion se individualizaron en
copas plasticasde 0.5 onzas, a las cuales previamente
se les habia agregado 0.5 g de la dieta artificial. La
dietafue cambiada cada 4 dias en condiciones asép-
ticas. Obtenidas las pupas, se llevaron en grupos de
ocho afrascos de vidrio de 2.000 mL, que sirvieron
como camaradeapareamientoydeoviposicidn para
los adultos. Estos ultimos fueron alimentados con
una solucion de miel en agua al 20%. En cada frasco
se introdujo una hoja de papel blanco en forma de
abanico, para asi obtener las masas de huevos pues-
tas por los adultos. Las masas de huevos obtenidas
fueron llevadas a recipientes plasticos, alos cuales se

les adicion6 dieta para que se alimentaran las larvas
de primer instar, luego de la eclosion.

Elaboracion de la dieta artificial

La dieta fue elaborada siguiendo la metodologia
descrita por Cuadros y Vergara 1993 (24), la cual
tiene los siguientes componentes: Frijol (114.0 g,
remojados en agua por 24 horas), germen de trigo
(50.0 g), levadura (32.0 g), acido ascérbico (3.3 g),
acido salicilico (2.0 g), acido sorbico (1.0 g), ben-
zoato de sodio (0.025 g) y 2 mL de formaldehido;
toda esta mezcla solida fue licuada durante 10 mi-
nutos. Todo el sélido fue mezclado con una soluciéon
de 6.5 g de agar en 325 mL de agua, previamente
calentada hasta ebullicién. Al final se obtuvo un
alimento endurecido, compacto y homogéneo.

Bioensayo

Las larvas de segundo instar fueron indivi-
dualizadas en las copas plasticas de 0.5 onzas, con
dieta. Antes de instalar el bioensayo, se les retir6 el
alimento por espacio de cinco horas, asegurando
que al establecer la evaluacién, se alimentaran de
la dieta respectiva para cada tratamiento. Después
del montaje se realizaron lecturas a las 24,48y 72
horas, registrando el porcentaje de mortalidad para
cada tratamiento.

Analisis estadistico

Se utilizé un disefo completamente al azar con
medidas repetidas en el tiempo. Se realizaron siete
tratamientos, contresrepeticiones, y cada repeticion
conformada por 10 larvas. Los tratamiento para el
Berenjenol fueron dosis de 25, 50, 100, 200 y 400
ppm, incluyendo, ademas, el testigo absoluto (dieta
artificial) y el blanco (dieta artificial + tween 20,
etanoly agua destilada). En general, los tratamien-
tos tienen una estructura factorial, que es la forma
en que se asignan a las unidades experimentales,
en este caso multifactorial, porque involucra los
factores dosis del compuesto y el tiempo de eva-
luacién de los experimentos con tres eventos de ob-
servacion. El andlisis estadistico conté con un nivel
de significancia 0.=0,05. Obtenidos los resultados,
se empled el Software de Asistencia Estadistica
SAS © versidn 8.2 para el andlisis del disefio, y para
la determinacion de las dosis letal 50 (DL,)) y de
la dosis letal 90 (DL,), a partir del andlisis Probit
descrito por Gémez (1999) (25), se utilizd el soft-
ware Statgraphics version 5.0.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Después de efectuados los tratamientos con
Berenjenol en las diferentes dosis se calcularon los
porcentajes de mortalidad a las 24,48y 72 h.En la
tabla 1 se presentan los porcentajes de mortalidad
para los diferentes tratamientos. Basicamente se
observa un aumento gradual de la mortalidad a
medida que se incrementa la dosis, diferenciandose
alas 24 horas, donde se alcanzaron los mayores por-
centajes de mortalidad, valores que no cambiaron
mucho en las demas lecturas. Se podria considerar
como unindicio del potencial biocida del extracto,
por sudemostrada eficacia desde el primer tiempo
de evaluacion (24 horas). Este producto vegetal es
capaz de producir la muerte del 50% de la pobla-
cién de S.frugiperda expuesta, a las 24 horas, conla
dosis maxima (400 ppm). El testigo absoluto y el
blanco presentaron los porcentajes de mortalidad
mas bajos.

Tabla 1. Porcentajes de mortalidad de larvas
de S. frugiperda segun los diferentes tratamientos
con berenjenol.

24 horas | 48 horas | 72 horas
Tratamiento | Repeticion | oy morta- | % morta- | % morta-
lidad lidad lidad

absolito | 0 0 0
2 0 0 0

3 0 10 10

Blanco 1 0 0 0
2 0 10 10

3 0 0 0

25 ppm 1 10 20 20
2 10 10 10

3 10 20 20

50 ppm 1 10 10 10
2 20 20 20

3 20 20 20

100 ppm 1 10 10 10
2 30 50 50

3 30 40 40

200 ppm 1 40 40 40
2 50 50 50

3 60 60 60

400 ppm 1 50 50 50
2 60 60 60

3 50 50 60
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Analisis de varianza

Conelobjetivode buscarexplicaciones concretas
alos resultados de mortalidad hallados con los dife-
rentes tratamientos, los datos fueron estudiados con
modelos mixtos, lo que permite trabajar con la va-
rianza de cada uno de los tratamientos bajo la trans-
formacién Arcsen ((porcentaje/100)+0.01)"2,
Usando la prueba de normalidad de Shapiro Wilk,
se encontré un valor W de 0.896545 y un valor p
(Pr < W) de 0.07, se cumple el supuesto de nor-
malidad para los datos analizados. En la tabla 2 se
presenta el andlisis de varianza.

Tabla 2. Andlisis de varianza para la variable
porcentaje de mortalidad corregida

Efecto GLNum.| GLDen | ValorF | Pr>F
Tratamiento 11 22.9 11.07 <.0001
Hora 2 64.9 15.77 <.0001
Tratamiento*hora 22 64.9 0.77 0.7462

GL: grados de libertad; F: Coeficiente de Fischer; Pr.

La tabla 2 muestra que la interacciéon
Tratamiento*Hora no resulta estadisticamente
significativa, y por tanto, se analizan los efectos
principales de los tratamientos y las horas que re-
presentan los eventos de observacién. Respectoalos
tratamientos, el Berenjenol a una concentraciéon de
400 ppm (B400) fue el que causé mayor mortalidad
y no se diferencia estadisticamente del tratamiento
B200. Sin embargo, en relacién a las dosis media
y baja, B400 si presenta diferencias significativas,
mostrando ser la concentracién mas eficiente en la
evaluacion.

Con respecto a los testigos, se encontrd que se
presentaron mortalidades que no superaron el 10%
y que se diferenciaron estadisticamente del resto
de los tratamientos. De esto se puede inferir que el
Berenjenol, en sus diferentes dosificaciones, ejerce
unaaccion biocida altamente significativa contralas
larvas de S. frugiperda. La Figura 2 ilustra los efectos
de los tratamientos a las 72 horas, con lo cual se
corrobora lo afirmado anteriormente.

Analisis Probit para el establecimiento de la
DL,,y DL, para el berenjenol

El analisis Probit se model6 en cada momento
de lectura, es decir, a las 24, 48 y 72 horas. Para el
berenjenol se obtuvieron valores de 18.0167,13.0236
y 15.2321 y valores Pr > Chi — Cuadrado de 0.0000,
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Figura 2. Efectos de los tratamientos con Berenjenol
a las 72 horas, con la variable sin transformar.

0.0003 y 0.0001 para cada uno de los tiempos
de lectura respectivamente, lo que permite defi-
nir que las pruebas de bondad de ajuste para cada
tiempo delecturadelamortalidad porelmétodode
Chi-Cuadrado, son estadisticamente significativas,
permitiendo establecer que los datos se ajustan bien
al modelo, y por tanto, las DL,, y DL,, obtenidas
son satisfactorias.

En la Tabla 3 se muestran los valores de las dosis
letales 50y 90alas 24,48y 72 horas, respectivamente,
con sus correspondientes intervalos de confianza.
Como se puede observar, las dosis letales no variaron
considerablemente de una lectura a otra, ratificando
gue la accion biocida del berenjenol se manifestéd
practicamente a las 24 horas, mostrandose poca
diferencia entre las 48 y 72 horas de evaluacién. En
cuanto a la DL, se puede observar que los valores
se encuentran entre las dos dosis mas altas, es decir,
alrededor de las 300 ppm. Con la maxima dosis
evaluada (400 ppm) no se obtuvo una mortalidad
mayor del 60%, por lo que la DL, es una prediccion,
haciendo necesario evaluaciones con unas dosis altas
para determinaciones mas certeras.

CONCLUSIONES

El berenjenol tiene una accién temprana y
potente. A las 24 horas postratamiento, el 50%
de larvas de Spodoptera se mueren cuando son ali-
mentadas con una dieta que contiene 319.6 mg de
Berenjenol/kg de dieta, si se compara con blancos
sin el compuesto. Estos resultados se corresponden
con valores encontrados por Céspedes et al, 2005
(50-300 ppm), para los esteroles como peniocerol,
macdougalina y chichipegenina, encontrados en
Myrtillocactus geometrizans L (Cactaceae). Los com-
puestos fueron suministrados en una dieta espe-
cifica, de una manera similar ala usada en nuestro
trabajo (26).

Los cicloartanos como el Berenjenol, son inhibi-
dores de tirosinasa, enzima que esta involucrada en
el proceso de muda de los insectos (27, 28). Ademas,
son inhibidores de acetilcolinesterasa, actuando
como neurotoxicos, provocando el atontamiento del
insecto, falta de apetencia y muerte (29). De igual
manera, los triterpenos estan asociados a procesos
antialimentarios de insectos, debido a problemas de
toxicidad en el proceso de ingestién de los mismos
(30, 31). El berenjenol es un compuesto natural
alternativo en el uso como antialimentario, especi-
ficamente sobreS.frugiperda; esimportante avanzar
en el estudio metabdlico del berenjenol y su accion
biocida en este insecto.

Se origina la necesidad de evaluar dosis mas altas
para el berenjenol; ademas, seria adecuado realizar
futurasinvestigaciones, disefiando tratamientos con
dosificaciones mas diferenciadas, para asi observar
datos de mortalidad con marcadas diferencias es-
tadisticas y que consuzcan a mortalidades cercanas
al 100%.

Tabla 3. DL,y DL,,a las 24,48 y 72 horas para el Berenjenol.

) ] Intervalos de confianza al 95%
Dosis Letal (%) Dosis (ppm)
DL,y DL, a las 24 horas Inferior Superior
para el berenjenol. 50 319,61 245,32 477,68
90 702,03 523,97 1.179,94
. . Intervalos de confianza al 95%
Dosis Letal (%) Dosis (ppm) . .
DL,y DL, a las 48 horas Inferior Superior
para el berenjenol. 50 311,47 227,89 521,43
90 768,87 546,18 1.513,68
. . Intervalos de confianza al 95%
Dosis Letal (%) Dosis (ppm) - -
DL,y DLy, a las 72 horas Inferior Superior
para el berenjenol. 50 294,13 218,51 460,75
90 716,51 521,4 1.300,12
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